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FISH Fluorescence in situ 
hybridization, hibridación in situ 
fluorescente 
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HSPG Heparan sulfate proteoglycans, 
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endothelial cell, célula endotelial de 
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IGF Insulin-like growth factor, factor 
de crecimiento insulínico 
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LRP Lipoprotein receptor-related 
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receptor de lipoproteínas 
MAPK Mitogen-activated protein 
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MEC Matriz extracelular 
MMP Matrix metalproteinase, 
metaloproteinasa de matriz  
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PBL  Peripheral blood lymphocyte,  
linfocito de sangre periférica TCR T-cell receptor, receptor de 
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TNF-α Tumor necrosis factor-α, factor 
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B-cell chronic lymphocytic leukemia (B-CLL) is characterized by the accumulation of 
mature CD5+ B lymphocytes in the peripheral blood. As the disease progresses, these 
tumoral cells infiltrate lymphoid tissues. Several molecules that participate in B-CLL 
cell migration and invasion have been identified. These include the chemokines CCL21, 
CCL19, and CXCL12, VEGF, and αLβ2 and α4β1 integrins.  B-CLL cells produce and 
secrete gelatinase-B/proMMP-9 and elevated intracellular levels of this MMP correlate 
with advanced stage and poor patient survival.  
In this thesis we show that MMP-9 plays an important role in the transendothelial 
migration, invasion, survival and pathology of B-CLL cells. We have found that 
secretion of proMMP-9 by B-CLL cells is up-regulated by α4β1 integrin, CXCR4, or 
CCR7 engagement via different signaling pathways (PI3K/Akt/NF-κB for α4β1 or Erk1, 
2/c-fos for CXCR4 and CCR7). Besides up-regulating proMMP-9 levels, α4β1 integrin 
ligation also induces the formation of podosomes in B-CLL cells and the localization of 
proteolytically active MMP-9 to these invasive structures. 
Although mainly present as a secreted soluble form, MMP-9 has also been detected at 
the B-CLL cell surface. We have studied the molecular associations and possible 
function of this surface-bound MMP-9. We show that B-CLL cells are able to bind 
soluble and inmobilized pro- and active MMP-9, in contrast to normal B cells. These 
interactions are mediated by α4β1 integrin and 190-kDa CD44v, which form a novel 
docking complex at the B-CLL cell surface. The MMP-9 hemopexin domain is critical 
for this anchorage. Moreover, surface-bound MMP-9 is functional and regulates B-CLL 
cell arrest and movement through its catalytic activity.   
Analyzing other possible roles for surface-bound MMP-9, we describe a novel 
pathogenic function for this MMP. We show that binding of MMP-9 to B-CLL cells 
induces an antiapoptotic signaling pathway involving Lyn kinase, STAT3, and myeloid 
cell leukemia-1 (Mcl-1). Most importantly, induction of this pathway does not require 
MMP-9 proteolytic activity, but is rather due to the interaction of MMP-9 with its 
surface receptors. Thus, MMP-9 possesses previously unknown properties contributing 
























































  Introducción 
METALOPROTEINASAS DE MATRIZ (MMPs) 
Con la caracterización de la primera actividad colagenasa de una MMP (Gross and 
Lapiere, 1962) dio comienzo el estudio de estas proteínas y el papel que pueden 
desarrollar en diversas patologías humanas, especialmente en los procesos tumorales. Se 
ha descrito la presencia de metaloproteinasas en todo tipo de organismos, desde los no 
vertebrados (Lepage and Gache, 1990; Llano et al., 2000),  plantas y algas (McGeehan 
et al., 1992) hasta los 28 miembros caracterizados hasta el momento en humanos.  
Las MMPs pertenecen a la superfamilia de las metzincinas. Dentro de esta superfamilia 
se encuentran también englobadas las serralisinas, astacinas y ADAMs/adamalisinas, 
(Bode et al., 1996; Stocker and Bode, 1995). Todas las metzincinas se caracterizan por 
tener un motivo altamente conservado HEXXHXXGXXH, con tres histidinas que 
coordinan un átomo de zinc dentro del dominio catalítico y una metionina conservada 
cercana al sitio activo (Stamenkovic, 2003).  
Las MMPs se encuentran implicadas principalmente en regular la integridad y 
composición de la matriz extracelular (MEC), mediante el procesamiento o degradación 
de numerosos substratos pericelulares (Lopez-Otin and Matrisian, 2007; Page-McCaw 
et al., 2007).  
1.- CLASIFICACIÓN 
Inicialmente las MMPs se clasificaron según el tipo de componente de la MEC que son 
capaces de degradar (Sternlicht and Werb, 2001). Así, las MMPs quedaron agrupadas 
en: colagenasas (MMP-1, -8, -13), gelatinasas (MMP-2, -9), estromilisinas (MMP-3, -
10, -11, -7), y matrilisinas. Sin embargo, esta clasificación ha quedado obsoleta, ya que 
se han descrito nuevos sustratos dentro y fuera de la MEC, por lo que actualmente las 
MMPs se clasifican según su número y estructura (Figura 1) (Egeblad and Werb, 2002). 
Además las MMPs pueden encontrarse en forma soluble (difundiendo por la MEC), o 
estar ancladas a membrana (MT-MMPs) a través de 17 dominios transmembrana tipo I 
o tipo II, o bien a través de glicofosfatidilinositol (GPI).  
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Figura 1. Clasificación y estructura de las MMPs. Modificado de Overall and López Otín, 2002. 
 
2.- ESTRUCTURA 
Todas las MMPs presentan una estructura común que se conpone básicamente de cuatro 
dominios conservados: un péptido señal o predominio, situado en el extremo amino-
terminal y que se elimina en el retículo endoplasmático, el cual se encarga de 
determinar si la proteína va a ser secretada o anclada a la membrana. Un propéptido o 
prodominio, de unos 80-90 aminoácidos que contienen una cisteína conservada que 
mantiene la enzima en estado latente. Cuando este dominio se procesa, la enzima se 
activa. El domino catalítico, de unos 160-170 aminoácidos contiene el sito activo 
altamente conservado donde se encuentran las tres histidinas que se unen al zinc 
catalítico (Overall, 2001). En esta región se determina la especificidad hacia los 
diferentes sustratos, mediante conformaciones específicas y regiones localizadas fuera  
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del sitio activo. Por último, todas las MMPs, excepto MMP-7, MMP-26 y MMP-23, 
presentan un dominio tipo hemopexina de aproximadamente 200 residuos que conecta 
con el dominio catalítico a través de una región rica en prolinas (Bode et al., 1996; 
Piccard et al., 2007). El dominio  hemopexina o PEX regula la unión de la proteasa a 
distintos sustratos y a sus inhibidores; interviene en la unión y activación de las MMPs 
en la membrana celular y dirige ciertas actividades proteolíticas  (Van den Steen et al., 
2006). 
Determinados subgrupos de MMPs poseen otros dominios adicionales específicos. Las 
gelatinasas MMP-2 y MMP-9 se diferencias del resto de MMPs al poseer tres dominios 
fibronectina (FN) tipo II dentro del extremo amino-terminal, que son necesarios para la 
unión y escisión de colágeno y elastina (Rosenblum et al., 2007). Las MT-MMPs 
(MMP-14, -15, -16 y -24) tienen un dominio transmembrana seguido de una corta cola 
citoplásmica de 20 aminoácidos en el extremo carboxilo-terminal. Adicionalmente, 
MMP-17 y MMP-25 poseen una región hidrofóbica que actúa como señal de anclaje a 
membrana de tipo GPI (Nagase and Woessner, 1999; Overall and Lopez-Otin, 2002).  
3.- REGULACIÓN DE LAS MMPs 
Debido a sus múltiples funciones fisiológicas, en las cuales las MMPs actúan como 
interruptor dual activando o inactivando función, es necesario que estas enzimas estén 
estrictamente reguladas en múltiples niveles, de forma que únicamente se expresen y 
sean activas en el tipo celular, momento y lugar adecuados (Sternlicht and Werb, 2001). 
Además, el papel de las MMPs en cáncer las convierte en candidatas a posibles dianas 
terapéuticas que frenen la progresión tumoral. En este sentido se han seguido hasta el 
momento varias estrategias encaminadas a bloquear la actividad proteolítica de estas 
enzimas (Hidalgo and Eckhardt, 2001). 
3.1 Regulación transcripcional 
Con la excepción de la MMP-2, cuya expresión es constitutiva y se encuentra regulada 
principalmente por activación enzimática y por la estabilidad de su ARN mensajero 
(Overall et al., 1991; Strongin et al., 1995), la mayoría de las MMPs se encuentran muy 
reguladas a nivel transcripcional. La expresión génica de las MMPs se encuentra 
regulada por la señalización a través de integrinas y receptores celulares, estrés 
oxidativo, activación con ésteres de forbol y cambios en la fisonomía celular 
(Westermarck and Kahari, 1999). Asimismo, varios factores solubles regulan también la 
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transcripción génica de MMPs, como es el caso de citoquinas y factores de crecimiento 
(EGF, VEGF, TNF-α, TGF-β), hormonas y el inductor de metaloproteinasas de matriz 
extracelular, EMMPRIN (Overall, 2001; Westermarck and Kahari, 1999). Se ha descrito 
como el tratamiento con interferones o glucocorticoides, el bloqueo de receptores 
celulares, o el silenciamiento de diversas rutas de señalización inhiben la transcripción 
de MMPs (Bauvois et al., 2002; Egeblad and Werb, 2002; Nguyen et al., 2005). 
3.2 Regulación post-transcripcional 
Otro mecanismo de regulación génica de las MMPs es la estabilización o 
desestabilización del ARN mensajero. Ciertos factores de crecimiento son capaces de 
estabilizar el ARN mensajero de algunas MMPs. Es el caso del EGF o los ésteres de 
forbol con los ARN mensajeros de MMP-1 y MMP-3 (Stamenkovic, 2003), o de PDGF 
y los glucocorticoides con el ARN mensajero de MMP-13 (Delany et al., 1995). Otros 
factores solubles, como el TGF-β, produce el efecto contrario, desestabilizando el ARN. 
3.3 Activación de las MMPs 
Como se ha mencionado, todas las MMPs son sintetizadas como zimógenos. Para su 
activación enzimática, es necesaria la ruptura del enlace cisteína-zinc, mediante un 
cambio conformacional de la proteína (inducido por compuestos organomercuriados, 
urea, detergentes o especies reactivas de oxígeno) o la proteolisis del propéptido (por 
plasmina u otras MMPs). La gran mayoría de las MMPs son secretadas en forma latente 
y pasan a conformación activa en el exterior celular (Stamenkovic, 2003). Otras MMPs, 
como es el caso de MMP-11, MMP-27 y las MT-MMPs, poseen un motivo de 
reconocimiento por convertasas de tipo furina RXRR o RXKR, que les permite 
activarse intracelularmente durante la ruta de secreción (Sato et al., 1996). Se ha 
analizado el bloqueo de MMPs mediante el uso de anticuerpos (Galvez et al., 2001), o 
mediante la inhibición de las proteasas encargadas de activar las MMPs (como es el 
caso de las furinas) (Bassi et al., 2001). 
3.4 Inhibidores de las MMPs 
La actividad de las MMPs está regulada también por una serie de inhibidores endógenos 
naturales. Es el caso de la α2-macroglobulina que es el principal inhibidor irreversible 
endógeno de las MMPs en el plasma y fluido tisular (Baker et al., 2002). Sin embargo, 
la principal familia de  inhibidores específicos de las MMPs son los TIMPs (inhibidores 
tisulares de MMPs) (Baker et al., 2002). Sus 4 miembros (TIMP-1 a -4) son proteínas 
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de 21-30 kDa capaces de inactivar las MMPs a través de su unión directa y reversible al 
dominio catalítico de las MMPs (Brew et al., 2000). TIMP-1 y TIMP-2 son capaces de 
inhibir un amplio espectro de MMPs, aunque con diferente efectividad dependiendo del 
tipo de proteasa que sea, mientras que la especificidad de TIMP-3 y TIMP-4 es más 
restringida (Brew et al., 2000). Recientemente, se han propuesto nuevas funciones para 
los TIMPs además de la inhibición de MMPs y que implicarían señalización intracelular 
(D'Alessio et al., 2008; Jiang et al., 2002; Stetler-Stevenson, 2008). Existe también otro 
grupo de inhibidores formados por los fragmentos procesados de determinadas 
proteínas (Overall and Lopez-Otin, 2002). Por último, se ha descrito también que la 
proteína RECK, es capaz de inhibir a MMP-2, MMP-9 y MT1-MMP (Miki et al., 2007; 
Oh et al., 2001). 
Dada la selectividad y efectividad de los TIMPs para bloquear la actividad catalítica de 
las MMPs, se han utilizado como inhibidores de la migración tumoral (Overall and 
Lopez-Otin, 2002). Actualmente se están desarrollando nuevos inhibidores sintéticos 
basados en mimetizar el sitio catalítico de la MMP. Este es el caso de los inhibidores 
comerciales Batimastat (BB-94) o Marimastat (BB-2516) (Wojtowicz-Praga et al., 
1997). Además, existen otros compuestos no peptídicos, capaces de inhibir la actividad 
de las MMPs, como son los derivados de tetraciclinas, bifosfonatos, o un componente 
del té verde que se encuentra actualmente en fase III de estudios clínicos. Sin embargo, 
los resultados obtenidos con estos inhibidores no han tenido la eficacia esperada (Fisher 
and Mobashery, 2006).  
3.5 Otros mecanismos de regulación. Asociaciones proteicas 
La asociación de algunas MMPs en la membrana celular puede ser crítica para la 
regulación y función de la enzima en el espacio pericelular. Para ello, ciertas proteasas, 
como es el caso de MT1-MMP, se encuentran ancladas a la membrana y se localizan 
junto a integrinas y caveolas, o en determinadas zonas de la superficie celular como 
balsas lipídicas o invadopodia (Itoh and Seiki, 2004; Nakahara et al., 1997). También se 
ha visto una asociación entre la actividad o presencia de MMPs solubles con proteínas 
de anclaje (docking molecules), receptores celulares, o en determinados dominios de la 
membrana (Figura 2).  
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 Figura 2. Proteínas de anclaje y asociación en membrana de MMPs. 
 
4.- FUNCIONES DE LAS MMPS 
Debido a su capacidad de degradar múltiples sustratos, las MMPs desempeñan un papel 
fundamental en numerosos procesos fisiológicos (morfogénesis tisular, invasión y 
migración celular, reparación de heridas, vasculogénesis o desarrollo del hueso) y 
patológicos (cáncer, enfermedades inflamatorias, autoinmunes, cardiovasculares, 
fibróticas y cerebrovasculares) (Egeblad and Werb, 2002).  
Las MMPs influyen en el comportamiento celular al liberar numerosas sustancias de 
señalización solubles que permanecen ancladas en la MEC, como TGF-β o FGF-1 que 
al unirse a sus receptores celulares desencadenan múltiples cascadas de señalización 
(Imai et al., 1997; Whitelock et al., 1996). Por otro lado, las MMPs son capaces de 
procesar moléculas de la superficie celular, o ligandos de receptores celulares, lo que 
conlleva a su activación o inactivación, desencadenando o bloqueando así distintas vías 
de señalización celular (Cauwe et al., 2008; Cauwe et al., 2007). 
Otra función celular fundamental de las MMPs es regular la angiogénesis. Las MMPs 
favorecen la migración celular y la formación de vasos sanguíneos, mediante el 
procesamiento de factores pro (VEGF, bFGF, TGF-β) o antiangiogénicos (angiostatina 
y endostatina). También pueden regulan esta función proteolizando diversos receptores 
celulares (receptor activador de plasminógeno de tipo uroquinasa, uPAR; el receptor de 
TGF-β de tipo III, betaglicano; o cadherinas del tipo VE) (Imai et al., 1997; Luca et al., 
1997; Mira et al., 2004; Stamenkovic, 2003; Yu and Stamenkovic, 2000). 
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5.- MMPs EN CÁNCER 
Como se ha comentado previamente, la actividad de las MMPs en patologías se ha 
asociado principalmente con la invasión tumoral y la metástasis (Deryugina and 
Quigley, 2006). Sin embargo recientemente se ha propuesto también su posible papel en 
etapas tempranas del desarrollo tumoral (Stamenkovic, 2003). Más específicamente, se 
ha descrito que algunas MMPs son capaces de promover o inhibir la proliferación 
celular a través del procesamiento de moléculas como el receptor para el factor de 
crecimiento de fibroblastos (FGR-1), el receptor de tirosinas quinasas tipo HER2, o el 
factor de crecimiento epidermal de unión a heparina (HB-EGF) (Egeblad and Werb, 
2002). También se ha descrito un papel de las MMPs en la inducción de supervivencia o 
apoptosis en las células tumorales, a través de la inactivación o liberación del ligando de 
Fas (FasL) o la ruptura del propio receptor Fas (Mitsiades et al., 2001). Del mismo 
modo, el proceso de angiogénesis antes mencionado y regulado por MMPs, resulta 
fundamental en la progresión tumoral. 
Por otro lado, se ha descrito el papel fundamental de las MMPs en los procesos de 
metástasis. La migración de células tumorales requiere la remodelación tisular y la 
degradación parcial de la MEC, seguido de una migración posterior de la célula 
cancerosa a focos de metástasis. Por ejemplo, se ha observado el papel de determinadas 
MMPs en la degradación de la membrana basal del endotelio durante la intravasación de 
las células tumorales (Deryugina and Quigley, 2006). Algunas MMPs también son 
capaces de procesar quimioquinas o citoquinas necesarias para la migración celular. 
Este es el caso de MMP-2 que proteoliza e inactiva a la quimioquina CXCL7, o de 
MMP-9 que potencia la actividad de IL-8, o inactiva a CXCL12 (McQuibban et al., 
2001; Van den Steen et al., 2003). 
Por último, se ha descrito que determinadas regiones extracelulares sirven de nichos 
para albergar a células troncales o tumorales. Estos nichos poseen un ambiente 
extracelular diferente al que se encuentran las células en su proceso migratorio, y suele 
estar enriquecido en diversos factores solubles que permiten a las células estacionarse, 
dividirse, o migrar. En estos ambientes también se ha propuesto que las concentraciones 
de MMPs pueden jugar un papel fundamental en el reclutamiento y estacionamiento de 
las células (Sneddon and Werb, 2007). 
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6.- MODELOS ANIMALES PARA EL ESTUDIO DE LAS MMPs 
La creación de ratones deficientes para genes específicos de MMPs contribuye de forma 
fundamental al estudio de las funciones de las mismas. La mayoría de los ratones 
deficientes para MMPs son viables y no presentan grandes diferencias fenotípicas 
respecto a los ratones de genotipo silvestre (Page-McCaw et al., 2007). Sin embargo 
algunos de los defectos más significativos de estos ratones se encuentran en el proceso 
de angiogénesis, el desarrollo o remodelamiento del hueso o alteraciones en el sistema 
inmune y la respuesta inflamatoria. (Egeblad and Werb, 2002). 
 
MMP-9 
1.- ESTRUCTURA DE LA MMP-9 
La MMP-9 o gelatinasa B, sobre la que se centrará el estudio de esta tesis, posee una 
estructura basada en un prodominio seguido del dominio catalítico, un dominio de 
colágeno tipo V (específico de MMP-9 y que no posee MMP-2) muy glicosilado y que 
sirve de puente a la región hemopexina o PEX (Mattu et al., 2000; Van den Steen et al., 
2004) (Figura 3). La región PEX determina la especificidad de MMP-9 y juega un 
papel fundamental en su unión a otras moléculas. La característica específica de las 
gelatinasas, y que las diferencia de otras MMPs, es la región con tres dominios 
fibronectina tipo II capaces de unir gelatina, laminina y colágeno tipo I, II, III, IV y V 












Figura 3. Estructura de MMP-9.  La 
MMP-9 posee un prodominio que 
bloquea el sitio catalítico donde se 
encuentra el ión Zn. Además posee 3 
regiones de homología FN tipo II, un 
dominio colágeno tipo V muy 
glicosilado y un dominio hemopexina 
(PEX) con diversas funciones. 
 
 
2.- REGULACIÓN DE LA MMP-9 
MMP-9 es producida principalmente por células monocíticas como neutrófilos, 
monocitos, macrófagos y células dendríticas (Bjorklund and Koivunen, 2005). También 
los linfocitos T y B son capaces de producir MMP-9 (Esparza et al., 1999; Trocme et al., 
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1998). En todos los casos su expresión es inducible por determinados estímulos que 
activan su expresión (IL-1, IL-2, ésteres de forbol, lectinas, adhesión celular) o la 
reprimen (IL-4, IL-10, interferones), mediante la activación de diversos factores de 
transcripción capaces de unirse al promotor de MMP-9: AP-1, SP1, PEA3, TIE, KRE, 
RCE o NF-κB (Trocme et al., 1998; Yakubenko et al., 2000). Las glicoproteínas 
SIBLINGs (Bjorklund and Koivunen, 2005) y la adhesión a través de la integrina α4β1 
(Yakubenko et al., 2000) también incrementan la expresión de MMP-9. En el caso de 
los leucocitos, existe un mecanismo adicional de control, basado en la liberación de los 
gránulos que contienen la proteasa junto con otras proteínas, como la integrina αMβ2 
(Bjorklund et al., 2006).  
Para la activación de MMP-9 se han propuesto varios mecanismos, muchos de los 
cuales implican su procesamiento en la membrana celular (Atkinson and Senior, 2003; 
Bergers et al., 2000; Van den Steen et al., 2002). Este es el caso de la estromielisina 1 
(MMP-3), la plasmina, el eje MT-1MMP/MMP-2, o la propia MMP-9 activada (Geurts 
et al., 2008; Imai et al., 1997; Toth et al., 2003). También otras proteasas pueden ser 
activadores de MMP-9, como la tripsina de tipo 2 asociada a tumores, la quimiotripsina 
de piel y las quimasas α y β de mastocitos. MMP-9 también es capaz de activarse de 
manera química, vía oxidativa (como hacen los neutrófilos), por la generación de 
radicales 2- y 4-hidroxiestradioles o por compuestos organomercuriales (como el 
APMA) (Paquette et al., 2003; Peppin and Weiss, 1986).  
3.- SUSTRATOS DE MMP-9 
MMP-9 es capaz de procesar múltiples sustratos, entre los que se incluyen proteínas de 
la MEC (gelatina, elastina, fibrilina, laminina y colágeno tipo IV, V, XI y XVI), además 
de otras proteínas como proteasas, inhibidores de proteasas, quimioquinas, el oncogen 
relacionado con crecimiento GRO-α, o el factor plaquetario 4, citoquinas (proIL-1β e 
IL-8) y receptores celulares (Atkinson and Senior, 2003; Opdenakker et al., 2001; 
Rosenblum et al., 2007). La diferencia de especificidad de sustrato entre MMP-9 y 
MMP-2 se debe fundamentalmente a que MMP-9 presenta en el dominio catalítico una 
región con diferentes residuos ácidos que reconocen al sustrato (Chen et al., 2003).  
4.- INHIBIDORES DE MMP-9 
Los inhibidores fisiológicos α2-macroglobulina y TIMP-1 son capaces de inhibir la 
actividad enzimática de MMP-9 de forma muy eficiente. Además existen otras 
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moléculas capaces de inhibir la actividad de MMP-9, como el fragmento endostatina, 
procedente de la proteolisis de colágeno XVII, la trombospondina-1 o la proteína RECK 
(Mook et al., 2004; Oh et al., 2001). Actualmente diversos inhibidores sintéticos están 
siendo probados en el tratamiento de múltiples enfermedades, como el mencionado 
Batimastat (BB-94), o Prinomastat (AG3340), tetraciclinas, o el prodominio de MMP-3 
(Hu et al., 2005; Hu et al., 2004b; Martens et al., 2007). La inhibición de la actividad de 
MMP-9 bloquea la migración e invasión e induce apoptosis en las células cancerosas 
(Bjorklund et al., 2004; Nyormoi et al., 2003). Sin embargo, recientemente se ha 
descrito que en determinados tipos celulares al silenciar o inhibir MMP-9 se obtiene el 
efecto contrario al promover la migración de las células tumorales (Deryugina et al., 
2005; Partridge et al., 2007). 
5.- FUNCIONES DE MMP-9 
Ya que las células del sistema inmune son importantes productoras de MMP-9, las 
principales funciones de esta MMP se basan en la movilización de células madre de la 
médula ósea, o de linfocitos y leucocitos en respuesta a factores solubles de inflamación. 
Como se ha comentado, MMP-9 también interviene en los procesos de migración e 
invasión tumoral, al ser capaz de liberar diversas sustancias de la MEC (VEGF y TGF-
β) al medio extracelular, promoviendo la angiogénesis y el crecimiento tumoral 
(Bergers et al., 2000). También se ha descrito la posible relación de MMP-9 con la 
GTPasa RhoA, favoreciendo la adhesión celular (Sanceau et al., 2003). Además, 
también se ha descrito el papel antiapoptótico de MMP-9 en diferentes situaciones 
(Acuff et al., 2006; Kunigal et al., 2008; Ringshausen et al., 2004). El fenotipo del ratón 
KO para MMP-9 presenta deficiencias en la remodelación ósea, defectos en la fertilidad 
del individuo, y un efecto protector frente a enfermedades asociadas a procesos 
inflamatorios y cáncer (Nabha et al., 2006). 
6.- ASOCIACIÓN DE LA MMP-9 A LA MEMBRANA CELULAR  
Aunque MMP-9 es una proteasa soluble, como ya hemos comentado puede también 
localizarse en la membrana celular por su unión a diferentes proteínas de membrana, 
llamadas docking molecules. Se ha descrito que una pequeña parte de la enzima se 
encuentra anclada en la membrana de células endoteliales, neutrófilos, y diversos tipos 
de células tumorales (mama, páncreas y ovario entre otras) (Bjorklund and Koivunen, 
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2005). Dicha localización desempeña una función fundamental en la activación y 
actividad de MMP-9 (Fridman et al., 2003).  
 
MOLÉCULAS DE ADHESIÓN 
Las moléculas de adhesión son glicoproteínas de membrana que funcionan como 
receptores de ligandos presentes en otras células o en la matriz extracelular. La 
interacción de estas moléculas con sus ligandos constituye el soporte celular para su 
correcta disposición y función, participando en procesos como diferenciación, 
migración celular, organogénesis y desarrollo y función de las células hematopoyéticas 
del sistema inmune.  
1.- LAS INTEGRINAS 
El término integrina se propuso para describir a una familia de receptores de membrana 
que integraban el citoesqueleto celular con la MEC (Hynes, 1992). Las integrinas están 
implicadas en gran diversidad de procesos, y se expresan prácticamente en todos los 
tejidos y tipos celulares. Su importancia, además de durante el desarrollo y homeostasis, 
se basa en su papel esencial en determinados procesos del sistema inmune, tales como la 
adhesión leucocitaria al endotelio y su posterior extravasación hacia tejidos u órganos 
linfoides secundarios, recirculación leucocitaria, adhesión a células presentadoras de 
antígeno, inducción de muerte por citotoxicidad, procesos inflamatorios, y control del 
ciclo y de la diferenciación celular entre otros (Hynes, 2002; Kinashi, 2005). Se 
conocen 18 subunidades α y 8 subunidades β, cuya combinación da lugar al menos a 24 
integrinas diferentes (Figura 4). De entre ellas, la integrina α4β1 ha sido objeto de 
estudio detallado en esta tesis.  
En cuanto a su estructura, las integrinas son proteínas heterodiméricas de tipo I, 
formadas por la unión no covalente de una subunidad α (120-180 KDa) y una β (90-110 
KDa). Ambas están compuestas por un pequeño dominio citoplasmático, una región 
transmembrana y un dominio extracelular (Pribila et al., 2004). Las integrinas se unen a 
su ligando a través de los extremos amino-terminales de las dos subunidades, donde se 
agrupan dominios imprescindibles para este reconocimiento.  
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Figura 4. Clasificación de integrinas en mamíferos.  Se muestran las posibles combinaciones entre las 
subunidades α y β. Las integrinas marcadas en amarillo se unen a colágeno; las marcadas en rojo a 
laminina; las marcadas en azul reconocen a la secuencia RGD presente en varias proteínas, y las 
integrinas de expresión restringida a leucocitos están marcadas en naranja (Hynes, 2002). 
 
La actividad de las integrinas está altamente regulada y existen numerosos procesos que 
median su activación o desactivación. La unión de las integrinas a su ligando puede ser 
inducida mediante cambios en la afinidad y/o avidez. Las variaciones en la afinidad se 
deben a cambios conformacionales de la integrina que conducen a un incremento en la 
interacción integrina-ligando (Chan et al., 2003; Kinashi, 2005). Los cambios de avidez 
implican la agrupación o clustering de integrinas, dando como consecuencia una mayor 
fuerza adhesiva conjunta (Hughes and Pfaff, 1998; Hynes, 1992).  
La integrina α4β1 (VLA-4, CD49d/CD29) 
Como se indica en la Figura 4, la subunidad α4 puede formar heterodímeros con las 
subunidades β1 o β7, expresándose principalmente en linfocitos, monocitos, basófilos, 
eosinófilos, mastocitos, timocitos y progenitores hematopoyéticos (Lobb and Hemler, 
1994; Rose et al., 2002). También pueden expresarse en otros tipos celulares como 
células de la cresta neural y en células tumorales de origen no hematopoyético como el 
melanoma (Bednarczyk and McIntyre, 1992). 
La integrina α4β1 ó VLA-4 (very late antigen-4) tiene una gran importancia en 
procesos inflamatorios, recirculación linfocitaria, hematopoyesis y organogénesis (Lobb 
and Hemler, 1994; Rose et al., 2002). Además, está implicada en la adhesión de 
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progenitores hematopoyéticos al estroma de la médula ósea (Teixido et al., 1992), 
requiriéndose su función para el correcto desarrollo de progenitores de linfocitos B y T 
en médula (Arroyo et al., 1996). Asimismo, α4β1 juega un papel importante en 
patologías inflamatorias como asma bronquial, artritis reumatoide, esclerosis múltiple y 
aterosclerosis, entre otras (Lobb and Hemler, 1994; Rose et al., 2002), y podría 
asimismo afectar al desarrollo de distintos tumores como la leucemia mieloide crónica 
(Verfaillie et al., 1992), el mieloma múltiple (Uchiyama et al., 1992) y la leucemia 
linfocítica crónica B (Nuckel et al., 2009). 
Los principales ligandos de la integrina α4β1 son VCAM-1 (vascular cell adhesion 
molecule-1) y fibronectina (FN). VCAM-1 es una glicoproteína de membrana 
perteneciente a la superfamilia de las inmunoglobulinas que se expresa 
fundamentalmente en células endoteliales activadas (Osborn et al., 1989), en células 
estromales de médula ósea y bazo, y en células dendríticas (Castro et al., 1997; 
Jacobsen et al., 1996; Salomon et al., 1997; Salomon et al., 1994). La expresión de 
VCAM-1 puede inducirse por diversos factores, como TNF-α, IL-1, IL-4 e IL-13 
(Neish et al., 1992; Osborn et al., 1989; Sironi et al., 1994; Swerlick et al., 1992). 
Estructuralmente, está formada por 7 repeticiones de dominios de inmunoglobulina, 
aunque es expresada en formas de 6 u 8 dominios como consecuencia de splicing 
alternativo (Figura 5). Los dominios 1 y 4 son los responsables de su unión a la 
integrina α4β1, aunque también se ha observado su interacción con otras integrinas 
como αDβ2 y α9β1 (Grayson et al., 1998; Taooka et al., 1999).  
La fibronectina es una glicoproteína de 450 kDa presente tanto en la MEC como en 
forma soluble en plasma y otros fluidos. Está formada por dos cadenas polipeptídicas A 
y B unidas por puentes disulfuro en su extremo carboxilo-terminal. Como se observa en 
la Figura 5, la FN está compuesta por repeticiones de tres tipos de homología 
estructural I, II y III, que contienen sitios de unión a macromoléculas como fibrina, 
heparina, proteoglicanos, o a células. La FN media adhesión celular a través de dos 
regiones fundamentalmente: la región central de la molécula que contiene la secuencia 
RGD, capaz de unir las integrinas α5β1, αVβ3 y la integrina α4β1 en conformación 
activa (Sanchez-Aparicio et al., 1994), y la región IIICS con el sitio CS1 que es el 
principal ligando constitutivo de α4β1 (García-Pardo et al., 1990a). Existen además 
otras regiones de interacción con células, situadas en los dominios de unión a heparina 
HepI, HepII y HepIII (García-Pardo et al., 1990b, Moyano et al., 1999).  
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Figura 5. Estructura de VCAM-1 y de fibronectina. (A) La estructura de VCAM-1 mostrando los 8 
dominios de tipo inmunoglobulina, de los cuales los dominios 1 y 4 son reconocidos por la integrina 
α4β1. En este trabajo se ha utilizado una forma recombinante soluble de VCAM-1 humano (sVCAM-1-
Fc) que contiene únicamente los dominios del 1 al 4. (B) La molécula de FN, con sus distintos dominios 
estructurales y funcionales. Las tres regiones de interacción con células (CELL I, II y III) están indicadas 
con sus respectivos sitios activos. En el extremo carboxilo-terminal de la cadena aparece el dominio IIICS, 
en el que se encuentra el motivo CS-1 ligando de alta afinidad de α4β1. El fragmento recombinante FN-
H89 (en rojo), usado en este trabajo, contiene este motivo. 
 
2.- EL RECEPTOR CD44 
Otro receptor fundamental durante el desarrollo de esta tesis ha sido CD44. CD44 
comprende a una familia de glicoproteínas que actúan como receptores de 
glicosaminoglicanos como el ácido hialurónico, aunque también pueden unir colágeno, 
laminina y fibronectina (Ponta et al., 2003). La complejidad de CD44 radica en que 
todas las isoformas provienen de un único gen capaz de sufrir distintos splicing 
alternativos (Marhaba and Zoller, 2004) (Figura 6). A través de la región citoplasmática, 
CD44 es capaz de unir proteínas asociadas al citoesqueleto, como ankirina y los 
miembros ezrina, radixina y moesina (ERM), así como de iniciar señales intracelulares a 
través de PKC, RhoA, o de Src quinasas como Lck, Fyn y Lyn (Marhaba and Zoller, 
2004). Mientras que la isoforma estándar CD44H es ubicua, las isoformas variables de 
CD44 (CD44v), se describieron en un principio en diversos tipos de células tumorales 
(Naor et al., 1997). Además, CD44 es capaz de proteolizarse, liberándose de la 
membrana en forma soluble y acumularse en el medio extracelular, en el plasma o 
fluidos (Cichy and Pure, 2003) o internalizarse al núcleo de la célula enviando señales 
intracelulares (Lee et al., 2009).  
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CD44 es importante durante la morfogénesis, organogénesis, hematopoyesis y homing 
linfocitario, migración celular, activación linfocitaria, adhesión celular y apoptosis. Para 
llevar a cabo sus funciones, no solamente actúa como receptor celular para los distintos 
componentes de la MEC, también es capaz de actuar como plataforma para el anclaje de 
diversos factores solubles o metaloproteinasas (como MMP-9 y MMP-7) lo cual 
favorece la migración (Ponta et al., 2003; Yu and Stamenkovic, 1999; Yu and 
Stamenkovic, 2000).  
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Figura 6. Estructura de las diversas isoformas de CD44. La organización génica de CD44 da lugar a 
una isoforma estándar (CD44H) y las isoformas variables (CD44v) que expresan varios exones 




Las quimioquinas constituyen una superfamilia de citoquinas básicas formada por más 
de 50 miembros de bajo peso molecular (7-15 KDa) con un elevado grado de homología 
entre sí (Proudfoot, 2002). Excepto las quimioquinas CXCL16 y CX3CL1 que realizan 
su función adheridas a la membrana celular, el resto son proteínas solubles secretadas 
(Allen et al., 2007). Entre sus principales funciones, se ha descrito su capacidad para 
reclutar a diversos tipos celulares a sitios de inflamación (Muller et al., 2001; Zlotnik 
and Yoshie, 2000). También se ha visto su papel durante la maduración, recirculación y 
activación leucocitarias (Zlotnik and Yoshie, 2000), en regulación de respuestas Th1 o 
Th2 (Sallusto et al., 1998) hematopoyesis y angiogénesis (Moser et al., 2004; Rossi and 
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Zlotnik, 2000). Además las quimioquinas actúan como moduladoras de la adhesión y 
migración celular (Campbell et al., 1998; Grabovsky et al., 2000; Peled et al., 1999) y 
activan señales intracelulares tras unirse a sus receptores (Mellado et al., 2001).  
Las quimioquinas intervienen en la migración tumoral y el desarrollo de tumores, lo que 
las convierte en candidatas para estudiar su influencia sobre la expresión de MMPs. 
CXCR4 está implicado en los procesos de metástasis en pulmón, hígado y médula ósea; 
mientras que CCR7 media las metástasis a ganglios (Zlotnik, 2004). La inhibición de 

















igura 7. Clasificación de las quimioquinas. Familia y subfamilias de las quimioquinas en función de la 
osición relativa de las dos cisteínas del extremo amino-terminal. Se indica el nombre común y el 
ceptor de cada una de ellas. En este trabajo se ha estudiado el papel de las quimioquinas CXCL12, 
CL19 y CCL21 (resaltadas en color rojo junto a sus receptores). 
1.- ESTRUCTURA Y CLASIFICACIÓN 
structuralmente, las quimioquinas se caracterizan por tener cuatro residuos de cisteína 
ente conservados en el extremo amino-terminal, los cuales forman dos puentes 
isulfuro, entre la primera y tercera, y entre la segunda y cuarta cisteína (Rossi and 
lotnik, 2000). Según la posición que ocupen las dos cisteínas más próximas al extremo 
mino-terminal las quimioquinas se clasifican en 4 familias estructurales: CXC, con un 
      Familia            Receptor      Ligando
CXC CXCR1 CXCL6, 7, 8
CXCR2 CXCL1, 2, 3, 5, 6, 7, 8






XC XCR1 XCL1, 2
CX3C CX3CR1 CX3CL1
CC CCR1 CCL3, 3L1, 4, 5, 6, 9/10, 14, 15, 16, 23
CCR2 CCL2, 7, 8, 11, 12, 13, 16
CCR2b CCL8
CCR3 CCL5, 6, 7, 11, 13, 15, 16, 23, 24, 26, 28
CCR4 CCL17, 22
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aminoácido entre ambas cisteínas; CC, con las 2 cisteínas contiguas; C, que sólo poseen 
na cisteína en el extremo amino-terminal; y CX3C, con 3 aminoácidos entre las 
Figura 7). Las quimioquinas y sus receptores se 
2.- RECEPTORES DE QUIMIOQUINAS 




Figura 8. Señalización intracelular a través de receptores de quimioquinas. Las principales rutas de 
señalización activadas a través de los receptores de quimioquinas comprenden cambios en la expresión 
génica, reorganización del citoesqueleto, motilidad celular y activación de receptores celulares, entre otras.  
 
La quimioquina CXCL12 y su receptor CXCR4 
La quimioquina CXCL12, o SDF-1 (stromal cell-derived factor-1) se expresa 
constitutivamente en muchos tipos celulares (Bleul et al., 1996b; D'Apuzzo et al., 1997), 
y su ARN mensajero puede dar origen a tres polipéptidos distintos de cierta similitud 
u
cisteínas (Zlotnik and Yoshie, 2000) (
han clasificado a su vez en homeostáticas (o constitutivas) e inflamatorias (o inducibles) 
(Proudfoot, 2002).  
transmembrana (7TM) acoplados a proteínas G (Pierce et al., 2002). La interacción 
entre la quimioquina y su receptor da lugar a cambios conformacionales activándose 
diversas rutas de señalización (Marinissen and Gutkind, 2001; Pierce et al., 2002), como 
se esquematiza en la Figura 8. Además, las quimioquinas también pueden activar a las 
integrinas (Grabovsky et al., 2000; Luster et al., 2005). Durante el desarrollo de esta 
tesis, nos hemos centrado en analizar el papel de las quimioquinas CXCL12 y CCL19 y 
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entre sí: las formas α, β y γ  (Shirozu et al., 1995). CXCL12 desarrolla un papel 
undamental en los procesos de hematopoyesis, cardiogénesis y crecimiento axonal 
Tachibana et al., 1998; Zou et al., 1998). También está implicado en la colonización de 
 médula ósea por progenitores hematopoyéticos (Ara et al., 2003; Egawa et al., 2001). 
sta quimioquina juega además un papel esencial como quimioatrayente para linfocitos 
 monocitos, regulando los procesos de recirculación y homeostasis inmunológica. Aún 
iendo una quimioquina homeostática, su expresión puede alterarse mediante varios 
stímulos como factores solubles, quimioquinas o adhesión a células estromales (Wright 
t al., 2002). El receptor de CXCL12, denominado CXCR4, se expresa en una amplia 
ariedad de células (Bleul et al., 1996a; Oberlin et al., 1996; Peled et al., 1999). 
ecientemente se ha descrito un nuevo receptor para CXCL12, denominado CCX-
 receptor es capaz de unir también a la 
orales afectando su 
1 y su receptor CCR7 
 Las quimioquinas homeostáticas CCL19 y CCL21 comparten el receptor común CCR7 











CKR2 o CXCR7 (Balabanian et al., 2005). Este
quimioquina CXCL11 y se expresa esencialmente en células tum
supervivencia, adhesión y crecimiento. 
Las quimioquinas CCL19, CCL2
(Schweickart et al., 1994). Ambas quimioquinas son diferentes estructuralmente, 
aunque las dos resultan esenciales para el homing de linfocitos y células dendríticas a 
ganglios (Nagira et al., 1998). CCL21, gracias a su capacidad de unirse a proteoglicanos 
y de expresarse por células endoteliales linfáticas, parece tener una mayor implicación 
en estos procesos (Proudfoot et al., 2003). Se ha apuntado que los diferentes patrones de 
expresión de ambas quimioquinas podrían conferir distintas funciones a cada una de 
ellas (Zlotnik, 2004).  
 
LEUCEMIA LINFOCÍTICA CRÓNICA B (LLC-B) 
La leucemia linfocítica crónica de tipo B (LLC-B) es la leucemia más frecuente del 
adulto en los países occidentales, representando alrededor del 30% de todas las 
neoplasias de tipo B. La edad media de los pacientes al diagnóstico es de 65 años, con 
<15% por debajo de los 50, y suele ser más frecuente en varones (1.5:1) (Kay et al., 
2002). Se trata de una neoplasia con curso muy heterogéneo. Las células de la LLC se 
asemejan morfológicamente a linfoci
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acumu os linfáticos y bazo lan progresivamente en la médula ósea, sangre, gangli
(Chiorazzi et al., 2005b). El fenotipo característico de estas células linfoides tumorales 
consiste en la diferente expresión de una serie de proteínas que las diferencia de otros 
tipos de linfocitos B (Figura 9). La mayoría de las células se hallan en la fase G0 del 
ciclo celular, lo que corrobora que la LLC es más una enfermedad linfoacumulativa por 




CD10, CD80, CD86 y ciclina D1
Expresión débil
IgM, IgD, CD22 y CD79b
Alta expresión
CD5, CD19, CD20, CD23, CD27,
CD40, CD43, CD79a
Expresión variable 
(asociada a un peor pronóstico)
CD38, ZAP70, α4β1
 
Figura 9. Principales marcadores de diagnóstico en la LLC-B. Las células LLC-B tienen una 
expresión alterada de diversos marcadores característicos que permiten diferenciarla de otras linfocitosis.  
 
 1.- ORIGEN DE LA ENFERMEDAD 
Recientes estudios han caracterizado una pequeña población clonal de linfocitos B en 
todos los individuos con características de LLC-B (Linet et al., 2007). Sin embargo, el 
paso que genera la evolución de linfocitos B normales a leucémicos, aún no ha sido 
definido. Una de las hipótesis se basa en la transformación sufrida por linfocitos B 
normales, al producirse alguna mutación (inducida o no) debido a la exposición repetida 
a antígenos extraños, o autoantígenos. Esta idea podría explicar el desarrollo de LLC-B 
del tipo no mutado en los genes V (Caligaris-Cappio and Ghia, 2008). De modo similar, 
otra hipótesis defiende el desarrollo de linfocitos LLC-B con mutaciones en los genes V, 
a partir de su expansión clonal sin estimulación de linfocitos T y fuera de los sitios 
germinales, lo que suele conllevar autorreactividad (Caligaris-Cappio, 1997; Chiorazzi 
et al., 2005b). Una última hipótesis defiende la procedencia de las células LLC-B a 
partir de precursores B1 con reactividad por autoantígenos, siendo capaces de 
expandirse en médula ósea, o de pasar a la sangre circulante y resto de tejidos. 
También existen factores de ambiente extracelular que pueden promover la expansión 
de las células tumorales, como es el caso de la adhesión a estroma, la interacción de 
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CD38 con su ligando CD31, o la activación con quimioquinas y citoquinas tales como 
IL-4, VEGF o CXCL12 (Chiorazzi et al., 2005b; Ghia and Caligaris-Cappio, 2000). 
Todas ellas activan señales intracelulares en las células malignas que las lleva a 
proliferar o escapar de la apoptosis.  
Por último, el desarrollo de la enfermedad conlleva un defecto en el sistema inmune. 
Las células NK y las células dendríticas son funcionalmente deficientes. Debido a la 
baja capacidad presentadora antigénica de los linfocitos B leucémicos, se puede llegar a 
producir una anergia de linfocitos T, o diferenciarse a linfocitos tipo Th-2 
incrementando la síntesis de IL-4 y favoreciendo de este modo la supervivencia de 
N 
células LLC-B. Además, la polarización a tipo Th-2 también reduce la capacidad 
citolítica de los linfocitos T, lo que favorece la progresión tumoral (Schena et al., 1992). 
2.- DIAGNÓSTICO Y CLASIFICACIÓ
El diagnóstico de la LLC-B se basa en la presencia de ≥ 5000 linfocitos por /mm3, que 
expresan los marcadores característicos de estas células malignas como CD23 y CD5. 
También se analiza la presencia de mutaciones cromosómicas específicas de LLC-B 
mediante FISH (hibridación in situ fluorescente) (Kay et al., 2002). 
Existen diferentes estadios de la LLC-B que se clasifican según los criterios de Rai y/o 
de Binet (Binet et al. 1981; Rai et al. 1975). Así hay un estadio de la enfermedad 
temprano (Rai 0, Binet A), intermedio (Rai I/II, Binet B) y avanzado (Rai III/IV, Binet 









Linfocitosis en sangre periférica
Linfocitosis y adenopatías







<3 Regiones afectadas sin anemia
>3 Regiones afectadas sin anemia
Anemia y/o trombopenia
 
Figura 10. Clasificación de la LLC-B. Estadios clínicos y clasificación según Rai (utiliza números para 
indicar categorías de bajo, intermedio y alto
número de órganos afectados y si presenta o 
 riesgo) o Binet (utiliza letras para clasificar de acuerdo al 
no una disminución en los glóbulos rojos o en las plaquetas). 
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Además de las clasificaciones mencionadas, se tiende a distinguir dos grupos distintos 
de LLC-B, dependiendo de su mejor o peor pronóstico y su necesidad de tratamiento. 
De este modo, pacientes con alta expresión de CD38 y/o ZAP70, o con menos de 2 
mutaciones en los reordenamientos VH tienen un pronóstico peor y más agresivo 
(Chiorazzi et al., 2005a). Recientemente se ha descrito que la expresión elevada de la 
integrin  y con un peor pronóstico de la 
enfermedad (Nuckel et al., 2009; Pittner et al., 2005).  
anglios de pacientes 
r et al., 2005; Molica, 2001; Smolej et al., 2005). Existe además una 
correlación entre el estadio de la enfermedad y los niveles de VEGF presentes en el 
suero de pacientes (Kay, 2004; Smolej et al., 2005). 
3.2 Citoesqueleto de células LLC-B 
Dentro de las estructuras con las que una célula es capaz de anclarse a la MEC se 
encuentran los contactos focales, adhesiones focales, fibrillas focales, podosomas e 
invadopodia (Gimona and Buccione, 2006). Tanto los podosomas como los invadopodia, 
están formados por un núcleo de actina y otras proteínas asociadas, todo ello rodeado 
por un anillo estructural formado por otras proteínas de citoesqueleto, como vinculina y 
e actina y el número de los mismos en la superficie celular (Yamaguchi et al., 2006). 
l para analizar el papel de estas 
a α4β1 correlaciona con estos marcadores
3.- MIGRACIÓN E INVASIÓN DE CÉLULAS LLC-B 
3.1 Angiogénesis durante la LLC-B 
Se ha descrito una vascularización aumentada en la médula ósea y g
con LLC-B. El incremento de vascularización permite un mayor aporte de flujo 
sanguíneo que favorece la diseminación celular. Para este efecto, las células LLC-B son 
capaces de producir diversos factores proangiogénicos como VEGF y bFGF (Chen et al., 
2000; Gora-Tybo
talina (Linder and Aepfelbacher, 2003). Las principales diferencias entre podosomas e 
invadopodia son el origen celular donde se expresan cada uno, el tamaño de los núcleos 
d
La importancia de estos mecanismos de adhesión celular radica en servir como puntos 
de anclaje o de secreción de numerosas metaloproteinasas, con la consiguiente 
degradación de la MEC (Bourguignon et al., 1998; Nakahara et al., 1997). Este último 
aspecto permite a la célula tumoral controlar el lugar exacto de degradación de la MEC. 
Las células LLC-B, al contrario que los linfocitos B normales, son capaces de formar 
podosomas en ausencia o presencia de ésteres de forbol, por lo que el estudio de estas 
estructuras y su asociación con MMPs es fundamenta
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proteas s proteínas asociadas 
a los p inculina, talina y las integrinas β2 (en el 
β
 et al., 2004). Estos receptores son 
plenam ntracelulares que promueven la migración 
esaria para la movilidad quimio-dependiente de las 
células LLC-B o su migración transendotelial, pero no otras integrinas como αLβ2, que 
sí es ne focitos B normales (Till et al., 2005). La integrina 
as en la patogénesis de la enfermedad. Se han descrito varia
odosomas de células LLC-B, como v
anillo que rodea la actina) e integrinas 1 (en el centro del anillo) (Caligaris-Cappio et 
al., 1986; Marchisio et al., 1988). También se ha propuesto un posible papel regulador 
de CD5 y CD21 que afectaría al ensamblaje de los podosomas en estas células 
tumorales (Bergui et al., 1988). 
3.3 Quimioquinas y LLC-B 
Las células de LLC-B expresan diversos receptores de quimioquinas entre los que se 
encuentran CXCR4, CXCR5 y CCR7 (Lopez-Giral
ente funcionales, induciendo señales i
y supervivencia de las células leucémicas (Alfonso-Perez et al., 2006; Burger et al., 
1999; Mohle et al., 1999). Se ha descrito que ZAP-70 potencia la señalización inducida 
por los receptores de quimioquinas y sus efectos funcionales en células LLC-B 
(Richardson et al., 2006; Ticchioni et al., 2002). Además los niveles de expresión de 
alguno de estos receptores de quimioquinas, o los niveles de determinadas citoquinas 
presentes en el suero de los pacientes (IL-8, IL-10, sCD27)  correlacionan con el estadio 
de la enfermedad y la presencia de adenopatías (Ghobrial et al., 2004; Kara et al., 2007).  
3.4 Moléculas de adhesión y LLC-B 
Las células LLC-B expresan varias integrinas (De Rossi et al., 1993; Vincent et al., 
1996). Mientras la subunidad β1 está constitutivamente presente, la expresión de las 
subunidades α3, α4 y α5 es variable; además α4β7 y αLβ2 se encuentran a menudo 
expresadas, mientras que αVβ3 se encuentra ausente (Baldini and Cro, 1994; Gattei et 
al., 2008). Además las células de LLC-B expresan también L-selectinas de forma 
variable e inducible por las citoquinas IL-4 e interferones (Jewell and Yong, 1997). Las 
células LLC-B expresan altos niveles del receptor CD44, tanto la forma estándar 
CD44H como la variable CD44v (De Rossi et al., 1993; Zarcone et al., 1998). Además 
se ha observado que pacientes con altos niveles de CD44 soluble en suero presentan un 
peor pronóstico de la enfermedad (De Rossi et al., 1997; Eisterer et al., 2004).   
La movilidad de las células de LLC-B depende en gran medida de estas moléculas de 
adhesión. La integrina α4β1 es nec
cesaria en la migración de lin
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α4β1 y la estimulación con quimioquinas juegan un papel fundamental en la activación 
de la integrina αLβ2 y la GTPasa Rap1 en procesos de migración de células LLC-B 
(Till et al., 2008). Se ha demostrado que las integrinas α4β1 y αLβ2 son necesarias para 
la migración transendotelial bajo condiciones de flujo, y además α4β1 es indispensable 
para la migración de las células LLC-B a la médula ósea (Hartmann et al., 2009).  
3.5 Metaloproteinasas de matriz y LLC-B 
Estudios previos han demostrado que las células LLC-B son capaces de producir y 
secretar la metaloproteinasa MMP-9, aunque no se ha detectado la presencia de otras 
proteínas relacionadas como MMP-2 ó TIMP-1 (Bauvois et al., 2002). MMP-9 se 
encuentra en célu onomérica, dimérica, unida a lipocalina, o 
asociada a la membrana celular. Niveles elevados de MMP-9 intracelular o presente en 
EC por 
a su 
superv -B son capaces de unir a través de 
sus receptores de membrana distintas moléculas que inducen su supervivencia. Es el 
las LLC-B en sus formas m
el suero de pacientes de LLC-B correlacionan con estadios avanzados de la enfermedad 
y un mal pronóstico (Molica et al., 2003). Además, la inhibición de la actividad 
enzimática de MMP-9 reduce la migración a través de colágeno de tipo IV o de 
monocapas de células endoteliales (Kamiguti et al., 2004). El tratamiento con 
interferones, o el bloqueo del VEGF y TNF-α endógeno de las células LLC-B 
disminuye la síntesis de MMP-9 por estas células (Bauvois et al., 2002). La expresión 
constitutiva de MMP-9 en células LLC-B parece estar regulada por la señalización a 
través de la p38MAPK, y la inhibición de esta ruta reduce la expresión de la 
metaloproteinasa (Ringshausen et al., 2004). Estos resultados inducen a pensar en el 
potencial papel de MMP-9 en los procesos de migración y remodelación de la M
células LLC-B.  
4.- APOPTOSIS EN CÉLULAS LLC-B 
Las células LLC-B tienen constitutivamente una señalización celular muy alterada con 
respecto a linfocitos B normales, presentando por ejemplo niveles elevados de proteínas 
antiapoptóticas de la familia Bcl-2 (Caligaris-Cappio et al., 1993; Gottardi et al., 1995). 
Las células LLC-B también tienen constitutivamente activada la ruta PI3K/Akt y 
p38MAPK y su inhibición promueve la apoptosis celular (Barragan et al., 2003; 
Escobar-Diaz et al., 2005; Ringshausen et al., 2004). Recientemente se ha observado 
que Notch está constitutivamente activo en células LLC-B contribuyendo 
ivencia (Rosati et al., 2009). Las células LLC
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caso de la unión a las quimioquinas CXCL12, CCL19, CCL21, CXCL13, las citoquinas 
IL-4 y VEGF, los factores BAF y APRIL, de la señalización a través del BCR o del 
receptor CD40. En todos los casos, estas activaciones promueven señales intracelulares 
(como la activación de PKC o PI3K) que inducen la expresión de proteínas 
antiapoptóticas como survivina, Bcl-xL, Bcl-2, XIAP o Mcl-1 (Granziero et al., 2001; 
Hu et al., 2004a; Jewell and Yong, 1997; Kitada et al., 1999; Ticchioni et al., 2007). Se 
ha descrito que las células de LLC-B tienen alterada la señalización por quinasas de la 
familia Src, como Lyn y Lck,  y que ello promueve supervivencia (Contri et al., 2005; 
Majolini et al., 1998). La adhesión a células estromales o a endotelio, bien en reposo (a 
través de la unión ICAM-1/integrinas β2) o bien activado (a través de VCAM-
1/integrina α4β1) incrementa los niveles de supervivencia (Lagneaux et al., 1999). En 
general la adhesión a células estromales favorece la supervivencia de células LLC-B a 
través de la inducción de Mcl-1 (Balakrishnan et al., 2009). La adhesión de células 
LLC-B a proteínas de la matriz extracelular también promueve la supervivencia de las 
células LLC-B o su resistencia a tratamientos farmacológicos al aumentar los niveles de 
diversas proteínas antiapoptóticas (de la Fuente et al., 1999; de la Fuente et al., 2002).  
Por tan entra la célula LLC-B favorece la to, el microambiente en el que se encu
supervivencia de las mismas a través de señales mediadas por moléculas solubles, 
adhesión a diferentes sustratos, o inducción de proteínas antiapoptóticas (Ghia and 
Caligaris-Cappio, 2000; Smit et al., 2007). 
5.- MODELOS ANIMALES DE LA ENFERMEDAD 
Varios estudios se han llevado a cabo desarrollando animales que asemejen las 
características de LLC-B y sirvan para estudiar esta enfermedad y probar nuevos 
agentes quimioterapéuticos (Michie et al., 2007).  Uno de estos modelos, hecho en la 
cepa de ratón negro de Nueva Zelanda (NZB), se basa en la hiperproliferación de 
células B y conlleva autoinmunidad y progresión a estadío de LLC-B (Okamoto et al., 
1993). Otros modelos se basan en el silenciamiento de diversas proteínas como PKCα y 
produce una expansión clonal de linfocitos B con marcadores similares a los de las 
células LLC-B humanas (Nakagawa et al., 2006). Otros modelos se basan en la 
sobreexpresión de protooncogenes, como ocurre con el ratón TCL-1 (T-cell leukemia-1), 
o el ratón basado en la sobreexpresión del antígeno SV40 en linfocitos B maduros, que 



























































El objetivo general de esta tesis ha sido caracterizar el papel de las 
metaloproteinasas de matriz (MMPs) en la fisiopatología de la leucemia linfocítica
crónica B, con el fin de poder establecer futuras dianas terapéuticas. 
 
Objetivos concretos: 
1.- Caracterizar el patrón de expresión de MMPs en células de LLC-B así como su
posible papel en la migración e invasión de estas células tumorales. 
 
- Estudiar la regulación de la expresión de MMP-9 por diversos estímulos relevantes 
n la LLC-B, como la interacción de la integrina α4β1 o de los receptores de 
uimioquinas CXCR4 y CCR7 con sus respectivos ligandos. 
.- Analizar las asociaciones moleculares de MMP-9 en la membrana de células LLC-B 
 las consecuencias funcionales subsiguientes a esta localización. Comparación con las 








































































































Los materiales y métodos empleados en esta tesis doctoral están detallados en los 




































































La metaloproteinasa MMP-9 está regulada en células LLC-B por la ligación de la 
tegrina α4β1 ó el receptor CXCR4 a través de diferentes señales intracelulares, 
se localiza en podosomas y está implicada en la migración e invasión celular. 
La progresión de la leucemia linfocítica crónica B, está determinada por la 
extravasación de células tumorales y la progresiva infiltración de tejido linfoide. 
Nuestro estudio se ha centrado en el papel y regulación de la metaloproteinasa de 
matriz-9 (MMP-9) en la migración e invasión de células LLC-B. 
La adhesión de células LLC-B al fragmento de fibronectina FN-H89, a VCAM-1 o a 
células endoteliales procedentes de cordón umbilical (HUVEC) activadas con TNF-α, 
aumenta la producción de MMP-9 medida mediante zimografía. Este efecto está 
mediado por la integrina α4β1 y requiere la activación de la ruta de señalización 
PI3K/Akt.  
La quimioquina CXCL12 también incrementa la producción de MMP-9, de un modo 
completamente independiente de la integrina α4β1, y que implica la actividad de Erk1, 
2 pero no la ruta de Akt. De acuerdo con estos resultados, la ligación de la integrina 
α4β1 activa la ruta de PI3K/Akt/NF-κB, mientras que la interacción del receptor 
CXCR4 con CXCL12 activa la señalización mediada por Erk1, 2 y c-fos.  
Por otro lado, la inhibición de la actividad de MMP-9, mediante anticuerpos, su 
inhibidor natural TIMP-1, o la transfección con 3 siRNAs diferentes bloquean de forma 
significativa la migración de células LLC-B a través de Matrigel o células HUVEC. La 
localización celular de MMP-9 es principalmente en la membrana, donde se detecta 
tanto la proforma como la enzima activa. Además, las células LLC-B son capaces de 
formar podosomas al adherirse a FN-H89, VCAM-1 o fibronectina. MMP-9 se localiza 
en los podosomas de forma dependiente de PI3K y es capaz de degradar una matriz de 
fibronectina/gelatina. Estos resultados son los primeros en mostrar que MMP-9 está 
regulada fisiológicamente por la integrina α4β1 y por CXCL12 y juega un papel 
fundamental en la invasión celular y la migración transendotelial, lo que contribuye a la 
progresión de la enfermedad. MMP-9 puede constituir por tanto una posible diana para 
el tratamiento de esta enfermedad. 
Redondo-Muñoz J, Escobar-Díaz E, Samaniego R, Terol MJ, García-Marco JA, 






























La metaloproteinasa de matriz-9 está regulada positivamente por la interacción 
CCL21/CCR7 a través de la señalización de la quinasa regulada por señales
extracelulares-1, 2 (Erk1, 2) y está implicada en la migración e invasión de las
células LLC-B dependiente de la quimioquina CCL21.  
La progresión de la leucemia linfocítica crónica B está frecuentemente acompañada por
la presencia de linfoadenopatías clínicas y la quimioquina CCL21 podría jugar un
importante papel en este proceso tumoral. De hecho, CCR7 (el receptor de CCL21) as
como la metaloproteinasa de matriz-9, se encuentran sobreexpresados en células LLC-B
infiltradas. Nosotros hemos estudiado si MMP-9 se encuentra regulada por CCL21 y s
participa en la migración celular inducida por CCL21. 
CCL21 incrementa significativamente la producción de MMP-9, medida a través de 
zimografía de gelatina. Este incremento puede ser inhibido bloqueando la actividad de
Erk1, 2, o mediante la transfección de siRNAs específicos para el receptor CCR7. De 
acuerdo con ésto, la interacción entre CCL21 y su receptor CCR7 induce la activación
de la ruta Erk1, 2/c-fos así como un aumento en el RNA  mensajero de MMP-9. 
 migración de células LLC-B a través de Matrigel o de células endoteliales de las 
bilical (HUVEC) inducida por CCL21 puede ser bloqueada por 
el silenciamiento de CCR7 por transfecciones con siRNA, el 
ico de Erk1, 2 (UO126) así como por anticuerpos anti-MMP-9 o el 
etaloproteinasas-1 (TIMP-1). Estos resultados refuerzan la idea 
plicada en la infiltración de células LLC-B a nódulos linfáticos y 
plía el papel de MMP-9 y CCR7 en la progresión de este tipo de leucemia. Ambas 
oléculas pueden constituir por tanto posibles dianas teapéuticas en el tratamiento de 
edad. 
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La integrina α4β1 y la isoforma de 190-kDa CD44v constituyen un complejo de 
nclaje en la superficie celular para la gelatinasa B/MMP-9 en células de leucemia 
linfocítica crónica B, pero no en células B normales. 
 de la leucemia linfocítica crónica B (LLC-B) las células 
orales son capaces de extravasar e infiltrar tejidos linfoides. Varias moléculas, 
cluida la gelatinasa B/MMP-9, contribuyen a estos procesos. Aunque principalmente 
 trata de una proteasa secretada, parte de la MMP-9 se encuentra presente en la 
u función, modo de anclaje, y posibles interacciones 
de esta MMP-9 son hasta el momento desconocidas.  
En este trabajo, nosotros mostramos como anticuerpos específicos anti-MMP-9 son 
capaces de inmunoprecipitar en células LLC-B, pero no en células B normales, una 
isoforma de CD44v de 190 kDa y la integrina α4β1. El uso de anticuerpos bloqueantes 
de la integrina  α4β1 o CD44, o la transfección con siRNAs específicos, disminuye la 
proporción de MMP-9 asociada a la membrana celular e incrementa la de la forma 
secretada. Además las células LLC-B son capaces de adherirse o unir tanto la proforma 
como la forma activa de MMP-9, y está unión puede inhibirse mediante el bloqueo de la 
expresión o la función de α4β1 y CD44. El dominio hemopexina de MMP-9 es 
indispensable para estas interacciones.  
α4β1 y la isoforma CD44v de 190 kDa (pero no la isoforma CD44H) forman un 
complejo en la superficie celular ya que ambos son capaces de coinmunoprecipitar con 
anticuerpos frente a CD44, la subunidad α4, o la subunidad β1. Además análisis por 
inmunofluorescencia confirman que la integrina α4β1 y CD44v colocalizan con MMP-
9 en la membrana celular. El anclaje de (pro)MMP-9 inhibe la migración de células 
LLC-B, y para llevar a cabo esta función MMP-9 necesita su actividad catalítica. Por 
tanto, hemos identificado a la integrina α4β1 y CD44v como un nuevo complejo de 
anclaje de MMP-9 a la superficie celular, y hemos mostrado como la asociación de 
MMP-9 a la superficie celular puede regular y/o detener la migración de células LLC-B.  
Redondo-Muñoz J, Ugarte-Berzal E, García-Marco JA, del Cerro MH, Van den Steen 











La metaloproteinasa de matriz-9 (MMP-9) induce supervivencia en células de 
LLC-B a través de su dominio hemopexina 
La metaloproteasa de matriz-9 (MMP-9) es la principal MMP producida por las células 
de leucemia linfocítica crónica (LLC-B) y contribuye a la infiltración en tejidos de estas 
células tumorales degradando sustratos extracelulares o asociados a membrana. En este 
trabajo describimos una nueva función para MMP-9 que no requiere su actividad 
catalítica. La unión de (pro)MMP-9 soluble o inmovilizada, de un mutante sin actividad 
catalítica, o del dominio hemopexina de proMMP-9 a su complejo de anclaje en 
mebrana formado por la integrina α4β1 y CD44v induce una señalización intracelular 
que previene la apoptosis de células LLC-B. Esta ruta de supervivencia se induce en 
todos los casos de LLC-B estudiados, es activa en tejidos linfoides de LLC-B, y 
consiste en la activación de Lyn, fosforilación del factor de transcripción STAT3 y el 
aumento de la expresión de la proteína anti-apoptótica Mcl-1. Nuestros resultados 
establecen que la unión de una MMP a un receptor induce señales intracelulares de 
supervivencia y ponen de relieve el papel de MMP-9 en la patogénesis de la LLC-B. 
 
Redondo-Muñoz J, Ugarte-Berzal E, Terol MJ, Van den Steen PE, Hernández del 
Cerro M, Roderfeld M, Roeb E, Opdenakker G, García-Marco JA, García-Pardo A. 













































La LLC-B, se basa en la acumulación de células B malignas en sangre, así como la 
posterior colonización e infiltración de estas células a ganglios, médula ósea, bazo, y 
otros tejidos que actúan como focos de metástasis. En el momento de comenzar la tesis, 
se había descrito la producción de MMP-9 por células de LLC-B (Bauvois et al., 2002), 
y cómo esta proteasa parecía tener un papel importante durante el transcurso de la 
enfermedad, ya que niveles elevados de MMP-9 en suero o intracelulares podían 
relacionarse con estadios avanzados y/o un peor pronóstico (Kamiguti et al., 2004; 
Molica et al., 2003). Además, con vistas a un futuro tratamiento de la LLC-B se había 
apuntado un posible papel de MMP-9 en la migración a través de células endoteliales 
HUVEC (Kamiguti et al., 2004), así como la posibilidad de que esta proteasa tuviera 
efectos antiapoptóticos en estas células (Ringshausen et al., 2004). También se había 
descrito que el tratamiento con interferones disminuye la síntesis de MMP-9 por células 
LLC-B (Bauvois et al., 2002).  
Con estos antecedentes nos planteamos profundizar en el estudio de MMP-9 en la LLC- 
B, con el fin de esclarecer los mecanismos que la regulan, así como estudiar sus 
posibles funciones. Nuestros primeros datos, confirmaron que las células de LLC-B son 
capaces de secretar proMMP-9 al medio extracelular, y que dichos niveles son mucho 
mayores que los secretados por linfocitos B no leucémicos. Además, y a diferencia con 
otro tipo de enfermedades como el mieloma (Parmo-Cabanas et al., 2006; Vacca et al., 
1999), nuestros resultados demuestran que MMP-9 es la principal metaloproteinasa 
presente en células de LLC-B, ya que no observamos la presencia de otras proteasas 
solubles como MMP-2, ni ancladas a membrana, como MT1-MMP. Recientemente se 
ha descrito que MT1-MMP puede permanecer en el citoplasma, e incluso el núcleo, de 
células tumorales (Ip et al., 2007). No es por tanto descartable que en la LLC-B MT1-
MMP esté llevando a cabo alguna posible función intracelular, o reguladora en 
membrana con niveles prácticamente indetectables.  
Dado que las señales que inducen la migración e invasión de los linfocitos, se basan 
fundamentalmente en la activación por quimioquinas así como en la adhesión mediada 
por receptores linfocitarios, hemos estudiado como afectaban estos estímulos a la 
producción de MMP-9. Trabajos previos apuntaban el posible papel de la integrina 
α4β1 en la progresión de la LLC-B, al relacionar su expresión elevada con la aparición 
de linfoadenopatías (Till et al., 2002; Till et al., 2005; Zucchetto et al., 2006).  
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Nuestros resultados indican que la adhesión de células LLC-B a ligandos de la integrina 
α4β1 (FN, VCAM-1) aumenta la producción de proMMP-9. Hemos identificado la ruta 
de PI3K/Akt/NF-κB como única responsable de dicha sobreproducción. Aunque otros 
autores han sugerido un papel de p38MAPK durante la expresión constitutiva de MMP-
9 en células LLC-B (Ringshausen et al., 2004), nosotros no hemos observado ningún 
efecto al tratar las células con inhibidores específicos para esta ruta. Probablemente esta 
discrepancia se deba a diferencias metodológicas. Estudios previos han mostrado que en 
linfocitos T, la adhesión a FN a través de la integrina α4β1 aumenta los niveles de 
MMP-9 a través de las rutas PI3K/Akt, p38MAPK y Erk (Esparza et al., 1999). Ésto 
indica que dependiendo del tipo celular las rutas de señalización activadas por la 
integrina α4β1 podrían ser diferentes. Los niveles de proMMP-9 observados en nuestro 
estudio son debidos a un aumento en la síntesis de la metaloproteinasa, ya que el 
tratamiento con cicloheximida bloquea este incremento. Nuestros datos sugieren que la 
 embargo, aunque hemos analizado 
su implicación con respecto a MMP-9, ninguno de los ligandos de estas otras integrinas 
fosforilación y posterior degradación del factor IκB permite la liberación y transporte al 
núcleo del factor de transcripción NF-κB (Figura 11). El promotor de MMP-9 contiene 
un sitio de unión a NF-κB y se ha descrito previamente que este factor es uno de los 
activadores fundamentales de la transcripción de MMP-9 (Van den Steen et al., 2002). 
Recientemente un estudio mediante microarrays ha demostrado que la expresión de 
MMP-9 aumenta cuando las células LLC-B se cultivan sobre estroma (Edelmann et al., 
2008).  En paralelo, también están sobreexpresados Akt y NF-κB, lo que apoya nuestros 
resultados. Por tanto, nuestros datos esclarecen por primera vez la señalización inducida 
por la integrina α4β1 en la LLC-B y su papel en la patogénesis de esta enfermedad.   
Aunque α4β1 es una de las integrinas mayoritarias en células LLC-B, α3β1 y αLβ2 
también están expresadas. En el caso de αLβ2, se ha descrito su capacidad para regular 
la migración de células LLC-B (Till et al., 2008). Sin
aumenta la producción de MMP-9. Estos resultados indican que estas integrinas 
probablemente regulan la migración celular por mecanismos independientes de MMP-9, 
que podrían implicar a las RhoGTPasas, o dirigir migración en eventos más tempranos 
de la enfermedad. De este modo la invasión en eventos tardíos, o a determinados nichos 
metastáticos podría estar dirigida por la  integrina α4β1, como se ha descrito 
recientemente (Nuckel et al., 2009).  Por tanto el papel de una u otra integrina en la 
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migración de células LLC-B podría depender del momento en que se encuentre la célula, 
o de poseer un fenotipo más o menos invasivo. 
Otro dato que refuerza la hipótesis de un papel fundamental de la integrina α4β1 en la 
malignidad de las células LLC-B es el hecho de que son capaces de formar podosomas 
(estructuras invasivas) sobre ligandos de esta integrina. Los podosomas son estructuras 
de anclaje de la célula con la ECM donde se localizan, entre otras proteínas, proteasas 
del tipo MMP (Linder, 2007). Previamente se había descrito la formación de podosomas 
en células LLC-B sobre cristal (Caligaris-Cappio et al., 1986), sin embargo no se había 
estudiado su posible papel como efector invasivo de estas células. Nuestros datos 
demuestran que la integrina α4β1 induce la formación de podosomas y que MMP-9 se 
localiza en el núcleo de actina de estas estructuras. Además la presencia de podosomas 
correlaciona con la capacidad de degradar la MEC, lo que demuestra su papel como 
estructuras invasivas. MMP-9 es la responsable de esta degradación, ya que su 
inhibición mediante anticuerpos bloqueantes o el inhibidor TIMP-1 la bloquea por 
completo. Estos resultados abren una nueva vía terapéutica, ya que los linfocitos B 
normales no forman podosomas, y si consiguiéramos encontrar proteínas, marcadores, o 
mecanismos que diferencien a estos podosomas, de los de otros tipos celulares como los 
macrófagos u osteoclastos, podríamos bloquear la formación de podosomas de forma 
específica. Otra posible terapia podría ser evitar la presencia de MMP-9 en los mismos, 
inhibiendo la ruta de PI3K.  Hemos demostrado que la ruta de PI3K es necesaria para la 
localización de MMP-9 en los podosomas, lo que fortalece el papel de la integrina α4β1 
en la biología de MMP-9, no sólo regulando su producción, sino también su 
podosomas y/o la localización de MMP-9 en los mismos, podría servir por tanto para 
aumento de proMMP-9 por quimioquinas en células LLC-B es debido a su síntesis de 
localización celular y su funcionalidad. En ambos casos, el bloqueo de la formación de 
disminuir la capacidad invasiva de las células LLC-B.  
En cuanto a la activación por quimioquinas, tanto el receptor CCR7 como el CXCR4 
están presentes en las células LLC-B, son funcionales y dirigen la migración celular a 
ganglios y médula ósea en respuesta a sus ligandos (Ghobrial et al., 2004). Nuestros 
resultados son pioneros en demostrar que la activación de ambos receptores a través de 
sus respectivos ligandos aumenta la producción de proMMP-9 por células LLC-B. Este 
incremento de una MMP debido a la estimulación con quimioquinas es similar al 
observado en otros tipos celulares (Brand et al, 2005; Opdenakker et al., 2001). El 
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novo e implica la ruta de Erk1, 2 MAPK, en contraposición con la regulación de MMP-
9 por ligandos de α4β1. La activación de Erk por quimioquinas es bien conocida (Ganju 
et al., 1998). Nosotros hemos demostrado que la activación de Erk conlleva un aumento 
en la expresión de c-fos, factor de transcripción que junto con Jun forman el complejo 
AP-1 (Figura 11). El promotor de MMP-9 posee dos regiones de unión para este 
complejo transcriptor (Westermarck, and Kahari, 1999), lo que indica que el aumento 
de proMMP-9 es debido a una mayor transcripción, como nuestros resultados también 
demuestran. Actualmente se están llevando a cabo estudios inhibiendo la ruta de 
señalización de ambos receptores con inhibidores farmacológicos y péptidos o 
anticuerpos bloqueantes, con el fin de promover apoptosis en estas células tumorales 
(Alfonso-Perez et al., 2006; Burger et al., 2005). Sería interesante comprobar también 
su posible efecto en el aspecto migratorio e invasivo de estas células. 
Por otro lado, las células LLC-B son capaces de expresar otros receptores de 
quimioquinas como CXCR5, el cual a su vez induce señales intracelulares e incluso 
dirige la migración de estas células (Burkle et al., 2007). No se debe descartar el posible 
efecto de otras quimioquinas en la producción de MMP-9 en células LLC-B, por lo que 
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Figura 11. Regulación de la expresión de MMP-9 en células LLC-B. Las células LLC-B son capaces 
de incrementar la producción de MMP-9 en respuesta a su adhesión a través de la integrina α4β1 
siguiendo la ruta de PI3K y Akt. Asimismo la estimulación de los receptores de quimioquinas CXCR4 y 
CCR7 también induce MMP-9 siguiendo la ruta de las MAPKs Erk1, 2. 
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Trabajos previos a esta tesis habían apuntado la presencia de MMP-9 en la membrana 
de células LLC-B (Kamiguti et al., 2004). Nosotros hemos demostrado mediante 
fraccionamiento celular que tanto la proforma como la forma activa de MMP-9 están 
presentes en la membrana de células LLC-B. Sin embargo, y a pesar de que nuestros 
datos demuestran que la MMP-9 es proteolíticamente activa, en el medio extracelular 
únicamente se detecta la proforma de 92 kDa. Ésto concuerda con lo observado por 
otros investigadores (Arechavaleta-Velasco et al., 2002; Leber and Balkwill, 1998) y 
podría deberse a que los niveles de MMP-9 activa son muchísimo menores a los de la 
proforma, aunque suficientes para llevar a cabo su función. Otra explicación podría ser 
que la activación de MMP-9 no sólo se produce en la membrana celular, sino además 
por autoproteólisis, cambios oxidativos del medio, o cambios conformacionales no 
proteolíticos, como se ha sugerido (Opdenakker et al., 2001). Por otro lado, se sabe que 
iado 
en profundidad la asociación de MMP-9 a células LLC-B. Nuestros resultados 
demuestran que (pro)MMP-9 se une a células LLC-B a través de la integrina α4β1 y de 
una isoforma de alto peso molecular de CD44 (CD44v) que presenta varios exones 
variables, en contraposición con la isoforma estándar (CD44H). Aunque α4β1 juega un 
papel fundamental en la progresión de la LLC-B, hasta ahora nadie había descrito a la 
integrina α4β1 como posible molécula de anclaje para MMP-9. Por otro lado, hay 
evidencias que sugieren que CD44v podría estar implicado en invasión y mal pronóstico 
en diversos tipos de cánceres (Bourguignon et al., 1998). En este sentido, se ha visto 
que niveles elevados de CD44v en la superficie celular, o en el suero de pacientes con 
LLC-B correlaciona con un pronóstico más agresivo (Zarcone et al., 1998). Nuestros 
resultados son los primeros en establecer que la integrina α4β1 y CD44v están 
asociados en la membrana de células LLC-B, y constituyen un nuevo complejo de 
anclaje para MMP-9 (Figura 12). 
en otros tipos celulares el anclaje de MMP-9 a la membrana celular se puede producir a 
través de varios receptores (docking receptors) como por ejemplo la proteína Ku, 
CD44H o diversas integrinas (Monferran et al., 2004; Stefanidakis et al., 2004; Yu and 
Stamenkovic, 1999). Dado que este anclaje en la membrana se ha visto a menudo 
asociado a progresión tumoral o a situaciones patológicas, en esta tesis se ha estud
La capacidad de unir MMP-9 parece ser específica de las células LLC-B, ya que los 
linfocitos B normales, u otros linfocitos CD5+ procedentes de linfoma de manto o de 
amígdala, no la unen. Dado que todos estos tipos de linfocitos expresan la integrina 
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α4β1, así como CD44H, tal vez la diferencia radique en la expresión de CD44v en 
células LLC-B. Una caracterización más en profundidad de la isoforma CD44v y su 
función en estas células tumorales podría servir para establecer nuevos protocolos de 















Figura 12. Anclaje de MMP-9 a la membrana de células LLC-B. Las células LLC-B, son capaces de 
anclar MMP-9 a su superficie celular a través de α4β1/CD44v. Este conplejo de anclaje es específico de 
células LLC-B y reconoce como ligando al dominio hemopexina (PEX) de MMP-9. 
 
Hemos identificado también la región de (pro)MMP-9 implicada en su anclaje a la 
superficie celular. Utilizando proteínas recombinantes deplecionadas en diversas 
regiones, hemos demostrado que el dominio PEX9 (y en menor medida la región rica en 
azúcares O-glicosídicos) es fundamental para el reconocimiento de (pro)MMP-9 por el 
complejo α4β1/CD44v (Figura 12). La región PEX9 no posee ninguna de las 
secuencias identificadas como ligandos de la integrina α4β1, por lo que es importante 
caracterizar los residuos implicados en el reconocimiento de la integrina. La 
identificación de estos residuos sería muy útil para el diseño de dianas terapéuticas. 
Además, la región PEX9 participa en la regulación de la migración celular, así como en 
el anclaje de MMP-9 a diversas integrinas (Brooks et al., 1998; Monaco et al., 2006). 
Por todo ello, es importante estudiar el posible papel del dominio PEX9 en células LLC-













icación en esta patología.  
Hemos estudiado las posibles consecuencias funcionales de la unión de MMP-9 a la 
superficie celular, centrándonos en dos aspectos: migración celular y supervivencia. 
Ambos aspectos son críticos para la progresión de la LLC-B. Dado que MMP-9 puede 
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activarse en la membrana celular, nosotros hemos estudiado si el estado de  activación 
de MMP-9 es independiente de su capacidad de unirse a la superficie celular. Complejos 
de MMP-9 con su inhibidor TIMP-1, o una proteína recombinante conteniendo una 
mutación en su sitio catalítico que la hace proteolíticamente inactiva, son capaces de 
ociarse a la membrana celular igual que la forma activa o el zimógeno de MMP-9. 
demás hemos demostrado que MMP-9 se asocia por un lado a TIMP-1 y por el otro a 
 membrana celular, demostrando que no comparten la misma región de unión, y que es 
osible el anclaje de MMP-9 a la membrana celular y su posterior activación.  
e forma sorprendente, el aumento de los niveles de MMP-9 en la membrana de células 
LC-B se traduce en una inhibición tanto de la invasión a través de membranas basales, 
omo de la migración transendotelial. Ésto estaría de acuerdo con lo observado en otros 
odelos celulares (Deryugina et al., 2005). De forma importante, nuestros resultados 
uestran que el efecto inhibidor observado requiere la capacidad proteolítica de la 
MP-9. Es importante en un futuro caracterizar en profundidad a qué es debido este 
ión. Como hipótesis, se puede pensar en la proteólisis de 
embrana para cortar e inactivar el gradiente de quimioquinas 
más, este 











efecto inihibidor de la migrac
algún receptor necesario para la migración de células LLC-B; también a señales 
intracelulares inducidas por los receptores de MMP-9, o a la mayor capacidad de la 
MMP-9 unida a m
necesario para la migración de estas células tumorales. Hemos demostrado por tanto que 
la MMP-9 soluble y la asociada a células LLC-B parecen tener funciones opuestas en 
cuanto a regulación de la migración celular.  
Con respecto a otras funciones de la MMP-9 asociada a la superficie celular, estudios 
anteriores han demostrado su papel en la supervivencia de varios tipos tumorales, como 
el carcinoma de pulmón de Lewis, de mama o la propia LLC-B (Acuff et al., 2006; 
Kunigal et al., 2008; Ringshausen et al., 2004) de forma dependiente a su actividad 
catalítica. En esta tesis hemos estudiado el posible papel de MMP-9 como inductor de 
supervivencia a través de la unión a sus receptores celulares α4β1 y CD44v. En primer 
lugar, hemos demostrado que las células cultivadas sobre proMMP-9 son más 
resistentes a la apoptósis espontánea debida a la deprivación de suero. Ade
“clásicos” de la integrina α4β1, como FN-H89 ó VCAM-1 (de la Fuente et al., 1999; de 
la Fuente et al., 2002). Por el contrario, la adhesión a ácido hialurónico (ligando de 
CD44) no ejerce el mismo efecto protector (resultados no mostrados). En segundo lugar, 
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y a diferencia del efecto de MMP-9 sobre la migración celular, nuestros resultados 
establecen que la inducción de supervivencia celular por MMP-9 es independiente de su 
actividad catalítica. De hecho, tanto proMMP-9, MMP-9 activa, el mutante 
catalíticamente inactivo de MMP-9, o el complejo MMP-9/TIMP-1 inducen niveles 
similares de supervivencia en células LLC-B.  
Estos resultados están también corroborados por el hecho de que la región PEX9, que 
no tiene actividad catalítica y que, según nuestros datos, es fundamental para el anclaje 
de MMP-9 a la membrana celular, también induce supervivencia de células LLC-B. 
atinib reduce la expresión de las proteínas 
Además el cultivo de células LLC-B sobre el dominio PEX de MMP-2 también 
promueve supervivencia, induciendo Mcl-1 de manera similar al PEX9. Estos datos 
sugieren que al menos el dominio PEX de MMP-9 (y pudiera ser que el de MMP-2 
también) posee una región capaz de actuar como ligando de la integrina α4β1 que 
promueve supervivencia en células LLC-B. Estos resultados representan la primera 
prueba de que una MMP puede tener una función completamente independiente de su 
actividad catalítica.  
El efecto de supervivencia inducido por (pro)MMP-9 se produce a través de la 
activación de la Src quinasa Lyn, la posterior activación/fosforilación del factor STAT3, 
y la inducción de la proteína antiapoptótica Mcl-1. Lyn está constitutivamente activa en 
células LLC-B y parece jugar un papel importante en la resistencia a la apoptosis de 
estas células (Contri et al., 2005; Trentin et al., 2008). Se ha descrito que el tratamiento 
con inhibidores de Src quinasas como el das
antiapoptóticas Mcl-1 y Bcl-xL y la viabilidad de células LLC-B (Veldurthy et al., 
2008). En este trabajo hemos demostrado que la señalización inducida por (pro)MMP-9 
es sensible a dasatinib, aunque no a inhibidores del BCR-Abl, o de JAK2, lo que 
demuestra la independencia del sistema BCR y la especificidad de la vía de Lyn. 
Además Lyn se encuentra asociada a la integrina α4β1, pero no a CD44v, que podría 
tener un efecto indirecto como correceptor de MMP-9, quizá estabilizando o 
favoreciendo la interacción entre la integrina α4β1 y MMP-9. Por otra parte, 
silenciando la actividad de Lyn conseguimos prevenir tanto la activación de STAT3, 
como la inducción de Mcl-1, lo que demuestra que Lyn es fundamental para la 
supervivencia inducida por el anclaje de (pro)MMP-9 a la membrana celular.  
Diversos estudios han establecido el papel de los factores STAT en la viabilidad celular 
(Karamouzis et al., 2007; Tsiftsoglou et al., 2009). Actualmente se sabe que estos 
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factores se pueden activar por diversas rutas, incluyendo la de las quinasas Src, 
independiente de la ruta de JAK (Silva, 2004; Wang et al., 2007). Nosotros hemos 
identificado a STAT3 como el factor que se fosforila al cultivarse las células sobre 
(pro)MMP-9, y esta fosforilación depende de la activación de Lyn. STAT3 está también 
implicado en la supervivencia de células LLC-B a través de factores solubles como 
gula la expresión de receptores o factores solubles que afecten la 
supervivencia, ciclo celular y angiogénesis de las células LLC-B. 
e Mcl-1, 
VEGF, y la inducción de diversas proteínas antiapoptóticas como Mcl-1 y XIAP (Lee et 
al., 2005). Actualmente se están realizando diversos estudios basados en la inhibición de 
STAT3, tratando de inducir apoptosis en células tumorales (Al Zaid Siddiquee and 
Turkson, 2008; Xin et al., 2009). En nuestro caso, hemos observado que el anclaje de 
(pro)MMP-9 a la membrana celular activa STAT3, y éste a su vez es capaz de viajar al 
núcleo e incrementar los niveles de transcripción de Mcl-1. No hemos observado 
incremento en otras proteínas antiapoptóticas como Bcl-xL, Bcl-2 o XIAP. Es posible 
que estas proteínas requieran una interacción de la integrina α4β1 con sus ligandos más 
prolongada. Podría ser interesante estudiar como el anclaje de MMP-9 a la membrana 
de células LLC-B re
Los niveles elevados de Mcl-1 en células LLC-B se han relacionado con factores de 
peor pronóstico y mayor resistencia a la apoptosis, y constituyen además una diferencia 
entre las células LLC-B residentes en ganglios respecto a las circulantes (Pepper et al., 
2008). Mcl-1 es regulada positivamente por diversos estímulos como CD5, BCR, VEGF 
y el cultivo con células dendríticas foliculares o células estromales (Balakrishnan et al., 
2009; Kitada et al., 1999; Lee et al., 2005; Longo et al., 2008; Petlickovski et al., 2005). 
Se están llevando a cabo muchos tratamientos con agentes quimioterapéuticos que 
disminuyen la expresión de Mcl-1 (Awan et al., 2009). En este trabajo hemos 
demostrado por primera vez que la activación de Lyn y STAT-3, debido a la unión de 
(pro)MMP-9 a α4β1, promueve un incremento en los niveles de Mcl-1, que permite 
secuestrar a la proteína proapoptótica Bim y prevenir el daño mitocondrial inducido en 
ausencia de MMP-9. 
Además nuestros resultados demuestran que la resistencia a la apoptosis inducida por la 
integrina α4β1, se produce por diferentes mecanismos según el tipo de ligando que una. 
Así, la interacción VCAM-1/α4β1 no activa Lyn ni incrementa los niveles d
sino que activa la ruta de PI3K/Akt, aumentando Bcl-xL, según se había descrito 
previamente en nuestro laboratorio (de la Fuente et al., 1999; de la Fuente et al., 2002). 
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De acuerdo con nuestros resultados, la adhesión de linfocitos T a VCAM-1 o a FN a 
través de la integrina α4β1 también induce una señalización diferente (Yakubenko et al., 
2000). Como se indica en la Figura 13, hemos demostrado que VCAM-1 y MMP-9 
promueven distintas señales de supervivencia, y el que se induzca una u otra podría 
depender de la localización o patrones de expresión de uno u otro ligando. Por tanto es 
importante analizar en profundidad la diferente señalización que puede estar ocurriendo 
en el interior celular dependiendo del ligando presente, o de la situación y el contexto en 
que se encuentre la célula, para poder establecer terapias adecuadas que permitan un 














Figura 13. Señalización inducida por la interacción de la integrina α4β1 con sus ligandos VCAM-1 
y MMP-9. La unión de la integrina α4β1 a sus ligandos promueve diferentes señales intracelulares que 
inducen supervivencia en células LLC-B.  
 
Nuestros datos establecen un nuevo mecanismo de supervivencia utilizado por las 
células LLC-B. Este mecanismo se basa en el concepto de que MMP-9 utiliza la región 
PEX como ligando de la integrina α4β1. Este anclaje de (pro)MMP-9 a la integrina 
α4β1 induce además señales intracelulares independientes de la actividad catalítica de 













oporción de MMP-9 basal adherida a la membrana celular es baja, 
y no parece suficiente para proteger de la apoptosis, durante la migración de células 
LLC-B a diferentes nichos metastáticos o ante incrementos en la concentración de 
MMP-9 en el medio, las células pueden unir una mayor cantidad de metaloproteinasa 
soluble (Figura 14). De este modo la MMP-9 unida a membrana podría regular la 
migración celular en estos ambientes metastáticos y enviar señales intracelulares que 
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favorezcan la supervivencia de células LLC-B. De acuerdo con esta hipótesis, al 
analizar las células de pacientes con LLC-B extraídas de sangre periférica o de nichos 
metastáticos como ganglios o médula ósea, hemos observado un incremento en la 
MMP-9 presente en la superficie celular en las células provenientes de los nichos con  
respecto a células LLC-B circulantes. De igual modo, los niveles constitutivos de Lyn y 
Mcl-1 también se encuentran aumentados en las células procedentes de órganos 
linfoides. Nuestros resultados muestran que cultivando las células LLC-B sobre células 
estromales se produce un incremento tanto en la presencia de MMP-9 en la superficie de 
células LLC-B, como en la supervivencia de las mismas. Esta MMP-9  puede ser 
roducida tanto por las células LLC-B como por células locales. Estos resultados 
concuerdan con los observados previamente, referentes a la inducción de Mcl-1 en 
células LLC-B sobre estroma (Balakrishnan et al., 2009; Smit et al., 2007).  
 
 
Figura 14. Influencia del 
ambiente extracelular en la 
inducción y localización de 
MMP-9 en las células LLC-B. 
Las células LLC-B son capaces 
de migrar durante la evolución 
de la enfermedad a nichos de 
metástasis o a  microambientes 
que favorecen el anclaje de 
MMP-9 a la superficie celular, 
promoviendo supervivencia. 
 










En un principio, con el descubrim
tumoral, se las consideró unas posibles dianas terapéuticas en el tratamiento de 
diferentes tipos de cáncer. Sin embargo, los ensayos clínicos con inhibidores frente a la 
actividad de las MMPs no han dado los resultados esperados (Overall and Kleifeld, 
2006). Actualmente aunque se tratan de desarrollar nuevos inhibidores más específicos, 
la idea de que las MMPs pueden tener un efecto dual durante la progresión tumoral 
empieza a imponerse sobre las teorías que únicamente las relacionaban con la 
progresión cancerosa (Lopez-Otin and Matrisian, 2007). Siempre se había partido de la 
base de una necesaria actividad enzimática de las MMPs para llevar a cabo sus diversas 
funciones. Sin embargo, recientes estudios han mostrado que la unión de TIMP-2 a MT-
1 MMP es capaz de inducir señales intracelulares a través de la cola citoplasmática de la 
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proteasa sin necesidad de su actividad catalítica (D'Alessio et al., 2008). Los datos 
presentados en este trabajo muestran un nuevo papel para MMP-9 con importantes 
consecuencias para la patología de células LLC-B.  Por una parte puede regular la 
migración celular, promoviéndola al encontrarse la proteasa en forma soluble o 
bloqueándola al anclarse a la membrana celular. Además MMP-9 puede generar señales, 
de forma catalítico-independiente, que induzcan supervivencia en células LLC-B, 
cuando se encuentren en un entorno adecuado. Estos resultados permiten abrir nuevas 
vías de investigación con el fin de estudiar la regulación, localización y funciones de 
MMP-9 en estas células tumorales. El estudio de las mismas puede ayudar a generar 
nuevas dianas terapéuticas para la enfermedad, así como nuevos agentes que bloqueen 
tanto la regulación como las diversas funciones (clásicas o nuevas como las aquí 
































1º.- Las células LLC-B expresan fundamentalmente MMP-9. Además esta proteasa 
se expresa en unos niveles mucho mayores en estas células tumorales que en 
linfocitos B normales.  
2º.- La adhesión de las células LLC-B a VCAM-1, FN, o células endoteliales 
mediada por la integrina α4β1 incrementa los niveles de MMP-9 a través de la 
activación de la ruta PI3K/Akt/NF-κB. La interacción de las quimioquinas 
CXCL12 y CCL21 con sus receptores CXCR4 y CCR7 aumenta los niveles de 
MMP-9 mediante la activación de la ruta de las MAPKs Erk1, 2/c-fos. 
3º.- La actividad catalítica de MMP-9 es fundamental para la invasión y la 
migración transendotelial de las células LLC-B, y es detectable en los podosomas 
de estas células. 
4º.- Una fracción de la MMP-9 producida se ancla a la membrana de las células 
LLC-B, pero no de otros tipos celulares B, a través de la integrina α4β1 y de una 
isoforma de CD44v de 190 kDa. Ambas moléculas constituyen un nuevo complejo 
de anclaje para MMP-9.  
5º.- El anclaje de MMP-9 a la membrana de células LLC-B tiene dos consecuencias 
funcionales: bloquea la migración celular a través de Matrigel o endotelio 
mediante su actividad catalítica, y aumenta la viabilidad celular al actuar como 
ligando de la integrina α4β1.   
6.- La región hemopexina de MMP-9 es esencial para la unión de la proteasa a la 
integrina α4β1. La adhesión celular a este dominio induce una señalización 
diferente a la activada por otros ligandos de la integrina como VCAM-1, y consiste 
en el aumento de expresión de Mcl-1 a través de la activación sucesiva de Lyn-SFK 
y el factor nuclear STAT3.   
7.- Células LLC-B procedentes de órganos metastáticos como médula ósea y 
ganglios, o cultivadas sobre células estromales adquieren mayor expresión de 
MMP-9 en membrana, un incremento de Mcl-1 y de la activación de Lyn y una 
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